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الخلاصة 


صممت هذه الدراسة لتميز أنماط المطثية الحاطمة و ذيفاناتها في الأغنام المشتبه بإصابتها بتذيفن الدم المعوي في محافظة حماه. 
لهذا الغرض» تم عزل ۸٩‏ عزلة جرثومية من ٠١۲‏ عينة مأخوذة من أغنام نافقة وبعض الأغنام المذبوحة المشتبه بإصابتها بتذيفن الدم 
وشخصت بالاختبارات التشخيصية التقليدية وباختبار الاليزا E1154‏ لتحديد أنماط الجرتومة وذيفاناتها.كانت هذه العزولات بشكل 
عصيات موجبة الكرام» منتفخة ذات نهايات كليلة وكانت موجبة لتحلل اللسثين و الجيلاتين ومخمرة للسكريات» وسالبة للكتليز و 
الاوكسيديز و الاندول. اعتمادا على نتائج الاليزا فأن جميع العزلات كانت لجرتومة المطثية الحاطمة أنماط ۸ ۸٤‏ عزلة (94.38 %)» 
۳ (3.37 %)ء و ٤‏ ۲ (2.25 %). النمط 4 كان النمط السائد في حالات تذيفن الدم المعوي في الأغنام في محافظة حماه. أن تذيفن 
الدم المعوي يسبب خسارة اقتصادية كبيرة لصناعة الأغنام في محافظة حماه بصورة خاصة وفي سورية بصورة عامة» لهذا السبب 
يوصى بتطبيق جدول تطعيم صحيح ضد تذيفن الدم المعوي على قطعان الأغنام في محافظة حماه. هذه اللقاحات يجب أن تمنح مناعة 
وقائية كافية ضد جميع أنماط المطثية الحاطمة و بالأخص أنماط ۸ و0 . 
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Abstract 


The study was designed to determine the types of Clostridium perfringens and their toxins in sheep with suspected 
enterotoxemia in Hama province, Syria. For this purpose, 89 bacterial isolates were isolated from 132 samples collected from 
dead and some slaughtered sheep with suspected enterotoxemia and diagnosed with classical diagnostic tests and by using 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique to determine the types and toxins of C. perfringens. These isolates 
appeared as G+ bulged rods with curved ends and were as positive to lecithinase, gelatin hydrolysis and sugar fermented, as 
where negative to catalase, oxidase, and indole. Based on the ELISA results all isolates were C. perfringens types A 84 isolate 
(94.38 %), D 3 (3.37 %), and C 2(2.25 %). Clostridium perfringens type A was the dominant type in cases of enterotoxemia in 
sheep in Hama province detected by ELISA test. The enterotoxaemia causes considerable economic loss to the sheep industry 
particularly in Hama province and generally in Syria. Therefore, it is recommended that a proper vaccination schedule against 
enterotoxemia should be implemented for sheep flocks in Hama province. These vaccines should provide adequate protective 
immunity against all C. perfringens types specially types A and D. 
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المقدمة 

المطثية الحاطمة تسبب أمراض نتذيفن الدم المعوي 
وأمراض معدية معوية في الحيوانات» و التسمم الغذائي» و 
غنغرينةء و التهاب أمعاء نخري في البشر .)٤-١(‏ تذيفن الدم 
المعوي aنصعه×ه٤هءهادء‏ الذي تسببه المطثية الحاطمة مرض 
معوي قاتل يؤثر لئ کل أنواع الحيوانات الداجنة والبشر و 
أحد أكثر الأمراض حدوثا في الأغنام والماعز في العالمء حيث 
أشارت التقارير إلى أن نسب انتشار المرض تراوحت بين 
۲۳ % و ۱۰۰ % »)۷-٥(‏ وفي ترکیا على سبیل المثال 
نسب انتشار تذيفن الدم المعوي في الأغنام بین ۳۸,1۳ % و 
.° % مع عزل المطنية ا D «<C «<B‏ 
الأغنام» بالرغم من أن أغلبية هذه العزولات شخصت کنمط 5[ 
(1۸). 

المطثية الحاطمة صنفت إلى ١‏ أنماط مولدة للذيفان 
(Es D «<C «<B <A) toxigenic types‏ على أساس إفرازها 4 
ذيفانات رئيسية: ألفا طماة» بيتاة)ءط» ابسيلون «ه1نومء»› و أوتا 
aاه:.‏ الجرثومة ساكن طبيعى للأمعاءء لكن عادة موجودة بأعداد 
منخفضة. هذه الكائنات الحية تنتج الذيفانات بكمية قليلة وتحت 
الظروف الطبيعية تزال بواسطة حركات الأمعاء الطبيعية أو 
تكون معطلة بالأضداد لجل .circulating antibodies‏ 
التغييرات المفاجئة في النظام الغذائي (الرعي في المراعي 
المعشبة السريعة النمو أو المحاصيل الحبوبية الصغيرة) أ 
إطعام حبوب ثقيلة (كما في التسمين sاه1ل٥٠])‏ يسمح للجراثيم 
بالمضاعفة بسرعة. يحدثٿث تسمم الدم عندما حركة الغذاء في 
الأمعاء تتباطاً أو الكائنات الحية تتضاعف وتنتج ذيفان أسرع 
من أن يزال أو يعادل .)۳١١(‏ الكميات الكبيرة للذيفان بالإضافة 
إلى أعداد كبيرة من المطثية الحاطمة يمكن أن تلاحظ عادة فى 
المحتويات المعوية للحيوانات المريضة أو النافقة .)۳١١(‏ بما 
أن الجرثومة ساكن طبيعى فى أمعاء الإنسان والحيوان» الكشف 
عن ال دة ن کا ان لرک 

إن تشخيض تذيفن الدم : المعوي عادة مستند على العلامات 
الإكلينيكية والنتائج المرضية» لكن تحديد الذيفانات في 
امترات ال اشررري ااه اا كن ارد 
المستعملة على نحو واسع لكشف الذيفان هي اختبار حماية الفأر 
protection test‏ 0useص»‏ الذي هو غالي» ویستهلك وقت ›»)٠۰(‏ 
وعلاوة على ذلك فأن معاملة الحيوانات المستخدمة في الاختبار 
هي غير إنسانية لذا الاختبارات خارج الجسم البديلة مطلوبة. 
من الناحية الأخرى» عدد من التقنيات المصلية والجزيئية 
فن :اق اق وه روح کا چ 
(CIE) counterimmunoelectrophoresis lz‏ )۱ ا“ مقايسة 
الممتز المناعي المرتبط بالإنزيم Enzyme-linked‏ 
immunosorbent assay‏ (إلیزا )E115۸‏ (١۱۲۰)ء‏ اختبار تراص 
اللاتكس »)٤1۳( )اL47( اatex agglutination testi‏ و تفاعل 


سأسلة البوليميراز PCR‏ (۱1۷). بين هذه الاختبارات»› 
الإليزا وتراص اللاتكس و تفاعل سلسلة البوليميراز استخدمت 
للتشخيص المختبري لتذيفن الدم المعوي 14ء ×0)هإممم» 
خصوصا في حالات تفشيات الموت المفاجئة في الأغنام. هذه 
الاختبارات بسيطة»› محدودة الكلفةء وتعطي نتائج كمية. لذا 
يمكن أن تستعمل لتنميط الذيفان وللتشخيص التفريقي للتذيفن 
الدموي المعوي بأنماط المطثية الحاطمة ۸» 8» €» D‏ )6 = 

۳). على سبيل المثال» وجدت الإليزا دقيقة بنسبة ٠٠١‏ % 
لكشف ذيفانات المطتية الحاطمة في المحتويات المعوية للأغنام 
المشتبه بإصابتها بالتذيفن الدموي المعوي (۲۲)» والمقارنة بين 
الإليزا و تراص اللاتكس أظهرت بأن الاليزا حساسة بنسبة 
٥‏ % ونوعية بنسبة ۹٠,۲‏ % (١١)ء‏ حيث إلاليزا حساسة 
بما فيه الكفاية لاكتشاف كمية صغيرة بحدود ١‏ عد / مليلتر من 
ذيفانات بيتا و أوتا النقية و ٠,١‏ ع« / مليلتر من ذيفان ابسيلون 
المنقى .)١١(‏ من المعروف جيدا أن تلقيح الأغنام ضد المطثية 
الحاطمة مهم جداً لمنع تذيفن الدم المعوي (۹٠٠۱۸)؛‏ على أية 
حال» الأنماط الحيوية ءءمراهاط للمطثية الحاطمة المسببة لتذيفن 
مناسب. لذاء الأنماط الحيوية للمطثية الحاطمة يجب أن تحدد 
في الأغنام المصابة بالمرض وهو هدف الدراسة الحالية 
المتضمنة تحديد الأنماط الحيوية للمطثية الحاطمة و ذيفاناتها 
المعزولة من الأغنام المشكوك بإصابتها بتذيفن الدم المعوي 
باستعمال إلاليزا. 


المواد وطرائق العمل 


تم عزل ۸٩‏ عزلة جرثومية من ١١١عينة‏ مأخوذة من أغنام 
نافقة و أخرى مذبوحة مشتبه بإصابتها بتذيفن الدم المعوي 
وشملت هذه العينات على الأمعاء وبعض الأحشاء الداخلية وتم 
تشخيص هذه العزولات بالطرق التقليدية بالزرع في الأوساط 
السائلة والصلبة المناسبة والانتقائية ومنها وسط الثيوغليكولات 
وسط آكار المطثية الويلشية 
welchii agar medium‏ lostridiumاC›‏ وسط ) Sulphadiazine-‏ 
»Po1ymyxin B-Sulphite)SPS‏ وسط اغار المطثیات |ostr1dia1اc‏ 
(agar‏ )۰( وتحت الظروف اللاهوائية باستخدام جرة ماكنتوش 
وبداخلها مغلف خاص للزرع اللاآهوائي مصنع من قبل شركة 
ميرك» ثم بعد نمو المستعمرات تم تتقيتها ودراسة الخواص 
الشكلية للمستعمرات و المظهر المجهري وزرعت على اغار 
الدم لمشاهدة نوع التحلل الدموي ذات النطاقين z٥۸‏ ما0ubط‏ 
ئyامصمط»‏ وأجريت الاختبارات الكيميائية الحيوية النوعية 
للمطثية الحاطمة )۱( مثل اختبار الكتليز› الاوكسيديز» اختبار 


«‘Thioglycolate medium 


هيدروكسيد البوتاسيوم» تخمر السكريات» اختبار تحلل 
الجيلاتين› اختبار اللستينيز› اختبار اللايبيز. بعد ذلك اجري 
عليها اختبار الاليزا. 
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ELISA procedure :| jı رابتخl‎ 

زرعت العزولات في وسط التيوغليكولات في ظروف 
لاهوائية بدرجة ۲۷ ”م لمدة ليلة كاملة. 

وجود ذيفانات المطتية الحاطمة في الوسط الزرعي حدد 
باستخدام تقنية الاليزا غير المباشرة lلتجlرuة‏ ) Euroclone Life‏ 
yاa٤!‏ ,sمءnعiءS).‏ طبقا لتعليمات الشركة المنتجة» في الاختبار 
صفوف GgyE <C <A‏ محسسة بالأضداد النوعية لذيفانات لف 
بيتاء أو ابسيلون «هااومه» أو أضداد المطثية الحاطمة بينما 
صفوف ۰8 5»› ۴» و8 محتوية أضداد غير نوعية. باختصار»› 
ا ف ا کرو ی و 
أضيفت إلى الحفر الملائمة» والصفائح بعد ذلك حضنت في 
درجة حرارة الغرفة لمدة ١‏ ساعة. بعد هذا الحضن الأول»ء 
الصفائح غسلت ۲ مرات بسائل الغسJ «washing solution‏ و 


أضيف ٠٠١‏ ميكروليتر من محلول الاقتران eاaع»uز«هء‏ 
بتخفیف )٠:٥١۰(‏ إلى كل حفرة وبعد ذلك حضنت في درجة 


حرارة الغرفة لمدة٠‏ ساعة. بعد هذا الحضن وغسل الصفائح 
كالسابق أضيف ٠٠١‏ ميكروليتر من محلول المؤشر ١٥)ه1لہ1‏ 
صutioاo»‏ (مزیج من مولد لون chromogen‏ ور jı‏ ة (substrate‏ 
إلى كل حفرة. كل الصفائح حضنت بعد ذلك في درجة حرارة 
ال ٠‏ ق ب ف المسخن» القاط وت اة 
مه ررر من تطر ا ف ا مرل هل اوت 
أخيرآء الكثافات البصرية تائمل a1ءنامه‏ (05) سجلت في 
طول موجي ٤٠٥١‏ ۳ه باستعمال قارئ الصفيحة الدقيق ١إءنص‏ 
.)recan-spectra, Austria) plate reader‏ الكثافة البصرية 
اسان ل .عا حت برح ك اتسر رة 
السلبية المرافقة من القراءة لكل حفرة عينة. طبقاً لنشرة بيانات 
المنتج» الحد الأدنى الايجابي للكثافة البصرية للمطثية الحاطمة 
و لذيفانات ألفاء بیتاء و ابسیلون هو 0 ؛ لذل أي عينة 
أنتجت اختلاف فى الكثافة البصرية > ٠,٠١١‏ اعتبرت إيجابية 
للذيفانات المختبرة. بالمقابل» أي عينة أنتجت اختلاف في 
الكثافة البصرية < ٠,٠٠١‏ اعتبرت سلبية. ٠‏ 


النتائج 


التشخيص التفليدي 

أظهرت نتائج التشخيص الجرڻومي في هذه الدراسة 
مستعمر ات دائرية» مسطحة ھاگ رمادية و المظهر المجهري 
للجرثومة بشكل جراثيم عصوية الشكل (قضبان) موجبة الكرام 
(الصورة رقم (١‏ منتفخة قصيرة بنهایات كليلة ) صندوق 
السيارة ءم×هط إه٤"')‏ بشكل آزواج أو منفردة أو أحيانا بشكل 
سلاسل قصيرة و ذات تحلل دموي مميز على أكار الدم حيث 
كانت المستعمرات محاطة بنطاقين من التحلل الدموي عاubهط‏ 
z0 of haemolysis‏ نطاق ضيق من تحلل دموي تام 
(sisرامصمةط-‏ 8) حول وتحت المستعمرات ونطاق واسع من 


تحلل دموي جزئي (ءsiراهمءةط-»)‏ حول المستعمرات. أما 
اللختارات الكبمياتية الحيوية فلظهرت أن العزلات سالبة 
الكتليز و الاوكسيديز و الاندول» وموجبة لتحلل الجيلاتين 
ومخمرة للسكريات (جلوكوز» مالتوز» لاكتوز» سكروز) 
(الصورة رقم )١‏ وعلى وسط أكار المطثية الويلشية ٣.۷‏ 
لضاف له مج اليشن كانت مط للقن الضورة رف ۴) 
رسالبة اللاييز . أظهرت هذه الأختازات أن العزلات الجرثومية 
المعزولة من العينات المرضية والبالغ عددها ۸٩‏ عزلة كانت 
خا فن درت هة الخ 


الصورة :)١(‏ جراثيم المطثية الحاطمة عصيات موجبة الغرام 


الصورة (): 
لكلوكوز» اللاكتوز» السكروز» المالتوز. 


اختبار تخمر السكريات: الجرثومة مخمرة 


التشىخيص بالا ليزا 

بينت نتائج اختبار الاليزا أن العزلات الجرتومية المستخدمة 
في الاختبار والبالغ عددها ۸۹ عزلة المعزولة من ٠١١‏ عينة 
٠۷,١(‏ %) كانت من نوع المطثية الحاطمة. صنفت العزولات 
حسب نتائج التنميط اعتمادا على الذيفانات المنتجة من قبل 
الجرثومة (الشكل )١‏ إلى ۸٤‏ (94.38 %) عزلة من النمط ۸ء 
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۳ (3.37 %) عزلة نمط 5 و ۲ (2.25 %) عزلة من نمط ٤‏ 
(الجدول رقم .)١‏ النمط ۸ كان النمط السائد بين العزولات. 


الصورة :)١(‏ اختبار قحل اللسثين للمطثية الحاطمة الواضحة 


الجدول :)١(‏ نتائج اختبار الإليزا. 


عدد العزلات __ ذيفان الفا ذیفان بیتا ‏ ذيفان ابسیلون 
A‏ + + + 
۳ + + + + + + 
۲ + + + + + + 
المناقشة 


فى الدراسة الحالية العزلات المختبرة شخصت بالطرق 
التقليدية على أنها جراثيم المطثية الحاطمةءوعندما اختبرت بالا 
ليزا كانت موجبة للذيفانات المنتجة من قبل المطثية الحاطمة.تم 
تحدید هذه العزلات کأنماط C gy <D <A‏ للمطثية الحاطمة مع 
سيادة النىط ۸ في العزلات الموجبة لإنتاج الذيفان وهذه النتيجة 
مشابه لما أشارت له مراجع عديدة التي سجلت النمط ۸ على 
انه النمط الأكثر سيادة في الأغنام (11۷ ۱( بینما شارت 
مراجع أخرى إلى أن النمط 5 هو النمط الأكثر هيمنة المسبب 
لتذيفن الدم المعوي في الأغنام (1۸). على أية حالء بشكل 
مغایر لهذه الدراساتأشارت دراسة منشورة مؤخراً بأن 
المطثية الحاطمة نمطه هي النمط السائد في الأغنام المشكوك 
باصابتها بتذيفن الدم المعوي التي تدعم النتائج المستحصلة في 
الدراسة الحالية .)۲١(‏ 

استعملت الإليزا فى التشخيص المختبري لحالات تذیفن الدم 
المعوي»› خصوصا في حالات اندلاعات الموت المفاجئة في 
الأغنام .)٠١-٠٠١١(‏ ذكرت عدة مراجع أن إلا ليزا موثوقة 
بنسبة ۹١‏ % للكشف عن ذيفانات المطثية الحاطمة في 


ELISA Plate 


Select Plate 
Dilution Plate: 


Tested Agent: ba‏ اګ 


Results 
This window displays reader results [Press ALT + Arrow Keys for keyboard editing). 


ee r eg i Er a Eg e re e rg 


Select Test 


Serial: 


Agent: 


0.828 0.916 0.564 0.934 0.764 | 0.812 0.832 0.753 0986 0973 0975 086 
0.062 0.064 0.058 0.068 0.075 0.072 0.033 0.042 0.043 0023 0031 0024 
0.764 0.455 0.984 0.619 | 0.808 | 0.618 0.675 0877 0.763 0.788 0.744 09 
0.063 0.062 0.058 0.068 0.071 0.071 0032 0031 0.072 0032 0043 0022 
0.787 0.801 0.986 0.861 0.759 | 0921 0.853 0678 0911 0.863 | 0876 0.798 
0.057 0.062 0.063 0.069 0.064 0.085 0.023 0.054 0.021 0.045 | 0043 006 
0.776 0.742 0.822 0.764 0.877 0.467 0.942 0942 0898 0822 0923 0964 
0.O66__ 0.053 0.065 __O.068__O.077__DO.O67_O033__ 0064 0.034 0.032 0062 0036 


E Test Date 


OD Scan | 


الشكل رقم :)١(‏ صفيحة الإليزا لذيفان ألفا حيث يلاحظ أن 
العزولات تكون موجبة لذيفان ألفا إذا كان فرق القراءة بين كل 
قراءتين متتاليتين أكثر من 0.150. 


المطثية الحاطمة نمط الجرثومة التسبة المثوية % 


94.38 A ++ + 
337 D ++ + 
2.25 C ekê 


المحتويات المعوية للأغنام المشكوك بإصابتها بتذيفن الدم 
المعوي .)۲٠١٠٠١(‏ لذاء تبقى الإليزا الاختبار النوعي الأبرز 
لذيفانات المطثية الحاطمة. 

السبب للعينات الأكثر إيجابية المستندة على إليزا أيضا 
SE Mee‏ 
الذيفانات» التي قد لا تكون قابلة للكشف من قبل التقنيات 
الأخرى (مثل تراص e‏ لذاء النتائج المتحصل عليها في 
اختبار الإليزا يمكن أن تقبل كنسبة مئوية حقيقية لتذيفن اک 
المعوي في الأغنام التي ماتت فجأة. 

إن فصل الشتاء طويل والقطعان تبقى في الحظائر لأكثر 
من ٣۲‏ شهور. أثناء الربيع» تنمو النباتات بسرعة جد في 
المراعي والقطعان توضع خارج الحظائر على المراعي 
وترعى كميات كبيرة من النباتات الخضراء في فترة قصيرة. 
على النقيض من ذلك» المحاصيل الحبوبية محصودة في فترة 
قصيرة في الصيف. رعي الحيوانات في المراعي تنتقل إلى 
هذه الحقول وتسمح باستهلاك كميات كبيرة من الحبوب»› في 
الغالب الحنطة والشعير» في فترة زمنية قصيرة» وهي عوامل 
مهيأة مهمة لتذيفن الدم المعوي في الأغنام .)۳١١(‏ لذاء استهلاك 
كميات غير محتملة من العشب الخصب والحبوب في فترة 
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زمنية قصيرة قد تلعب دور في الحدوث العالي لتذيفن الدم 
المعوي. 

تذیفن الدم المعوي يسبب خسارة اقتصادية اکبر بین حملان 
مغذاة على عليقة مركزة وعلى المراعي من كل الأمراض 
الأخرى مجتمعة» إذا التلقيح لم يجرى .)۳١١(‏ لسوء الحظ٬أكثر‏ 
مربي الأغنام لا يلقحون نعاجهم ضد تذيفن الدم المعوي وأكثر 
من نصف المالكين الذين يلقحون يعطون فقط جرعة أحادية من 
اللقاح. مع هذاء من المعروف جيدا أن التطعيم الأولي يجب أن 
المناعة الوقائية .)۱۸١١١(‏ إضافة إلى ذلك» تطعيم النعاج 
الحبلى مهمة آيضا لتحويل المناعة السلبية خلال اللْباً صuاsماهء‏ 
إلى الحملان الوليدة. لذاء قلة برامج التطعيم ضد تذيفن الدم 
المعوي في الأغنام من المحتمل جدا انه سبب آخر للحدوث 
العالي للمرض. فضلا عن ذلك كان يعتقد ان المطثية الحاطمة 
نمط 0 هي النمط السائد المسبب لتذيفن الدم المعوي في 
الأغنام؛ لكن» نتيجة الدراسة الحالية أشارت إلى أن كلا النمطين 
4 و D‏ يجب أن يعتبرا المسببات الرئيسية لتذيفن الدم المعوي 
في الأغنام. من الناحية الأخرى» حتى الآن» أكثر اللقاحات 
المحضرة والمعطاة لتحصين الأغنام ضد النمط 5[ وأنماط 
أخرى مهملة في المحافظةء والتي قد تكون أيضا سبب آخر 
للحدوث العالي للمرض. 

من المعروف جيدا أن تذيفن الدم المعوي يسبب خسارة 
اقتصادية كبيرة إلى صناعة الأغنام بسبب نسبة هلاكات عاليةء 
انخفاض الإنتاجيةء وزيادة كلف المعالجة .)1٤۷(‏ في الدراسة 
الحاليةء معدل الهلاكات فى القطعان تراوحت بين ۳,۲ % 


و۳۳ %. فضلا عن أن ٠۷,٤‏ % من العينات التى جمعت 
من الأغنام كانت إيجابية لتذيفن الدم المعوي من قبل اختبار 
الإليزا. لذاء تقترح نتيجة الدراسة الحالية أن المرض يسبب 
خسارة اقتصادية رئيسية لصناعة الأغنام في حماه بشكل خاص 
وفي سورية بشكل عام» حيث يبلغ عدد الأغنام في سورية 
۰ وفي حماه ۲١۹۱٤١۹‏ حسب إحصائية وزارة 
الزراعة لعام .۲٠٠٠‏ من الناحية الأخرىء» الخسارة الاقتصادية 
المسببة بالأمراض المطتية يمكن أن تمنع بالإدارة وتوقيت 
التطعيم المناسبين (۳-۱). وهكذاء یمکن أن يقترح تهينة لقاح 
مناسب يعطى للتحصين ضد كلا النمطين ۸ و في الأغنام في 
محافظة حماه. 

نستنتج من هذه الدراسة أن المطثية الحاطمة أنماط ۸» 8» 
و قد تسبب تذيفن الدم المعوي» لكن النمطين ۸ ود كانا 
المسببين السائدين للمرض في أغنام محافظة حماه. لذاء يوصى 
بشدة بأن ينفذ جدول تطعيم لتقليل حدوث تذيفن الدم المعوي. 
المطثية الحاطمة أنماط ۸ و 5. 
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